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Povzetek 
Rak je oznaka za številna bolezenska stanja in je eden najpogostejših vzrokov smrti. Razvoj 
protirakavih učinkovin poskuša odkriti nove zdravilne učinkovine, ki bi ta obolenja učinkovito 
pozdravile in imele hkrati čim manj neželenih učinkov za bolnika. Uveljavljena tarča za razvoj 
protirakavih učinkovin je encim DNA topoizomeraza IIα (topo IIα). Gre za kompleksen 
protein, ki ima ključno vlogo pri uspešnem podvajanju celic, saj omogoča topološke 
spremembe molekule DNA. Z zaviranjem tega encima ustavimo proces celične delitve, kar 
pripelje do celične smrti. Trenutno je v klinični uporabi več zaviralcev topo IIα, kot sta na 
primer zdravilni učinkovin mitoksantron in etopozid. Težava pri teh učinkovinah je, da 
delujejo kot topoizomerazni strupi in povzročajo vrsto resnih stranskih učinkov, prav tako pa 
se lahko pojavi tudi rezistenca rakavih celic na tak tip terapije. Trenuten razvoj 
topoizomeraznih zaviralcev je zato usmerjen k odkrivanju učinkovin, ki delujejo kot katalitični 
zaviralci. Med njimi je tudi kemijski razred 4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)onov, ki 
deluje preko vezave na ATPazno domeno enicma topo IIα. 
Na podlagi predhodnih raziskav tega kemijskega razreda, v katerih smo optimizirali zaviralno 
aktivnost in odkrili, da so sintetizirane spojine slabo topne, smo v sklopu magistrske naloge z 
uporabo strukturno podprtega načrtovanja sintetizirali novo serijo 4,6-substituiranih-1,3,5-
triazin-2(1H)onov, pri kateri smo želeli ohraniti biološko aktivnost in izboljšati topnost. 
Najprej smo sintetizirali potrebne tarčne tiosečninske derivate in nato z intermolekularno 
kondenzacijo pripravili 1,3,5-triazin-2(1H)-onske obroče, na katere smo pripeli 3-fluoro-5-
(triflourometil)benzilni fragment. Sintetizirali smo štiri končne spojine, ki smo jih ovrednotili 
s spektroskopskimi metodami ter določili zaviralno aktivnost na encimu topo IIα. Vse 
pripravljene spojine 5, 6, 13 in 14 so izkazovale primerljivo zaviralno aktivnost topo IIα z 
znanimi zaviralci tega razreda in bile hkrati tudi bolj aktivne kot referenčna zdravilna 
učinkovina etopozid. Zaradi boljše topnosti smo spojini 13 in 14 izbrali za nadaljnje 
vrednotenje s testom aktivnosti razpletanja ter testom spodbujanja cepitve. S testom 
spodbujanja cepitve smo potrdili, da spojini ne delujeta kot topoizomerazna strupa ampak kot 
katalitična zaviralca encima topo IIα. S testom aktivnosti razpletanja smo vizualno pokazali, 
da spojini uspešno zavirata encim tudi pri bistveno nižjih koncentracijah kot referenčni topo 
IIα zaviralec etopozid. Za te spojini smo z molekulskim sidranjem postavili tudi vezavni 
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model v vezavnem mestu za ATP, ki se nahaja na N-terminalni domeni encima. Rezultati 
študije predstavljajo pomemben korak naprej pri razvoju tega kemijskega razreda do spojin z 
učinkovitim delovanjem na to protirakavo tarčo in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnosti. 
 
Ključne besede: rak, topoizomeraza IIα, katalitični zaviralci, 4,6-substituirani-1,3,5-triazin-
2(1H)-oni 
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Abstract 
Cancer is a term describing multiple disease states and is one of the most common causes of 
death. A significant part of the development of anti-cancer drugs is devoted to the research of 
new molecules, which could effectively and without side-effects treat patients. One of the 
studied and important targets for the development of new anti-cancer drugs is the human DNA 
topoisomerase IIα (topo IIα). This is a complex molecular motor, which plays a crucial part in 
successful cell division, because it enables topological changes of the DNA molecule. By 
inhibiting this enzyme, the process of cell replication is halted, leading ultimately to cell death. 
Multiple inhibitors of topo IIα are used in the clinic, such as mitoxantrone and etoposide. The 
problem with these drugs is that they act as topoisomerase poisons and cause multiple serious 
side–effects. In addition, cancer cells can eventually develop resistance to the treatment with 
these drugs. Recent developments of topoisomerase inhibitors focuses on finding substances 
that work as catalytic inhibitors. One of such classes of compounds are the 4,6-substituted-
1,3,5-triazine-2(1H)ones, which bind to the ATPase domain of the topo IIα enzyme. 
Based on previous research, which was focused on the optimization of the inhibitory activity 
(which, unfortunately, led to poorly soluble compounds) we here focused on the synthesis of a 
new series of 4,6-substituted-1,3,5-triazine-2(1H)ones with improved solubility and retained 
biological activity. First, we synthesized the corresponding thiourea derivatives, followed by 
the construction of the 1,3,5-triazin-2(1H)-one scaffold with the use of intramolecular 
condensation. On this ring, we then attached the 3-fluoro-5-(trifluoromethyl)benzyl fragment. 
We synthesized four compounds and characterized them with spectroscopic methods and 
determined their inhibitory activity. 
All prepared compounds 5, 6, 13, and 14 showed comparable inhibition of topo IIα as 
previously published compounds, with inhibitory values superior than the reference drug topo 
II poison etoposide. Because of better solublity, additional assays with compounds 13 and 14 
were performed. With the cleaveage assay we showed that compounds act as catalytic 
inhibiotrs. Moreover, with the decantenation assay we proved that 13 and 14 inhibit the 
enzyme at lower concentrations than the reference drug etoposide. We used molecular docking 
to establish the binding modes in the ATP binding site for these two compounds, which is 
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located on the N-terminal domain of the enzyme. The results of our study represent an 
important step for further development of this chemical class of compounds with effective 
inhibiton of the target and appropriate physico-chemical properties. 
 
Key words: cancer, topoisomerase IIα, catalytic inhibitors, 4,6-substituted-1,3,5-triazine-
2(1H)-one
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1.  Uvod 
 
1.1. Rakava obolenja in zdravljenje 
 
Rak je splošno poimenovanje za veliko skupino bolezni, ki se lahko pojavi skoraj kjerkoli v 
organizmu (1). Je drugi najpogostejši vzrok smrti in je leta 2018 terjal približno 9,6 milijonov 
življenj po celem svetu. Najpogostejše vrste raka pri moških so pljučni rak, rak prostate, 
kolorektalni rak, rak na želodcu in rak jeter. Pri ženskah so po drugi strani najpogostejši: rak 
dojk, kolorektalni rak, pljučni rak, rak materničnega vratu in rak na ščitnici (2). 
Skupna lastnost vseh tipov raka je nenormalna rast in širitev celic, ki lahko vdrejo v okoliška 
tkiva in nato metastazirajo na oddaljenih delih telesa. Da se normalne celice spremenijo v 
rakave celice, mora poteči kompleksen večstopenjski proces, med katerim celice pridobijo 
lastnosti, ki jim omogočajo nekontrolirano rast in na koncu metastaziranje. Rakave celice so 
posledica različnih dejavnikov. Eden izmed dejavnikov so npr. mutacije genov, ki sodelujejo 
pri popravljanju napak DNA, protonkogenov in tumor supresorskih genov. Na nastanek raka 
lahko vplivajo tudi dejavniki iz okolja. Ločimo jih lahko na fizikalne (npr. različne vrste 
sevanja), biološke (virusi) in kemične (npr. tobačni dim) (2,3,4). 
Čeprav so rakava obolenja zelo različna, imajo vse rakave celice nekatere skupne lastnosti. Te 
zaščitne znake rakavih obolenj (angl. Hallmarks of Cancer) sta v dveh za področje 
karciogeneze ključnih publikacijah opisala Hanahan in Weinberg (3,4). Vse celice so 
neodzivne na signale, ki sprožajo apoptozo, in na signale, ki uravnavajo število celičnih 
delitev. So genomsko nestabilne, sposobne metastaziranja in prehajanja v limfni in krvni 
obtok. Sposobne so izražanja različnih celičnih proteinov, ki jim omogočajo izogibanje 
imunskemu sistemu, prilagojenega pridobivanja celične energije ter tvorbe citokinov; nekatere 
lahko povzročijo tudi vnetje, ki dodatno spodbuja nastanek oziroma rast tumorja. Možnost 
neomejenega razmnoževanja jim omogoča sposobnost spodbujanja tvorbe novih krvnih žil (t.i. 
angiogenezo), ki omogoča rastočemu malignemu tkivu preskrbo s kisikom in potrebnimi 
hranili (3,4). 
 
Nastalo rakavo tkivo lahko odstranimo ali uničimo na različne načine. Pri tem moramo biti 
pozorni, da zdravega okoliškega tkiva ne poškodujemo preveč. Glavni pristopi zdravljenja 
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rakavih obolenj so kirurška odstranitev, kemoterapija, hormonska terapija, genska terapija, 
radioterapija, terapija s tarčnimi zdravili in imunoterapija (5). V tej nalogi bomo raziskovali 
nove spojine, ki jih lahko uvrstimo v področje kemoterapije. 
 
1.2. Encimi družine DNA topoizomeraz 
 
DNA topoizomeraze so encimi (včasih poimenovani tudi molekulski motorji), ki so odgovorni 
za razčlenjevanje zahtevnih topoloških intermediatov DNA, ki nastanejo med procesi 
rekombinacije, replikacije, transkripcije in popravljanjem te molekule. Vse topoizomeraze 
izražajo svojo biokemično funkcijo preko kataliziranja procesa razcepljanja in ponovne 
ligacije molekule DNA (6,7). 
Glede na njihov mehanizem delovanja lahko topoizomeraze delimo na dve veliki skupini: 
DNA topoizomeraze tipa I in tipa II. DNA topoizomeraze tipa I cepijo eno verigo znotraj 
dvovijačne DNA med vsakim katalitičnim ciklom in tako spreminjajo topologijo DNA. 
Topoizomeraze tipa II pa prekinejo obe verigi DNA, s čimer omogočijo prehod druge 
dvoverižne DNA skozi kratkotrajno prisotno prehodno odprtino (angl. cleavage complex) in 
nato ponovno združijo prosta konca prve verige. S tem procesom se razvozlajo klobčiči in 
vozli v molekuli DNA, s čimer je omogočena lažja manipulacija genetskega materiala(npr. 
podvajane DNA). Slika 1 shematsko prikazuje nekatere procese, ki jih omogoča DNA 
topoizomeraza tipa II (6,7,8,9,10) 
Človeški genom vsebuje zapis za dve obliki topoizomere tipa II: topoizomerazo IIα (topo IIα) 
in topoizomerazo IIβ (topo IIβ). Encima sta kodirana z različnimi geni in izpolnjujeta 
drugačne celične funkcije. Topo IIα je še posebej izražena v hitro rastočih rakavih celicah, kar 
je ugodno iz vidika selektivnosti pri zdravljenju rakavih obolenj (9). V zadnjih letih se izvajajo 
tudi raziskave zaviranja konstitutivno prisotne topo IIß oblike, ki je v nekaterih primerih lahko 
tudi uporabna v terapiji raka.  
 
 
 
3 
 
 
Slika 1. Topološke spremembe, ki jih katalizira DNA topoizomeraza tipa II. Prirejeno po 
viru 8. 
1.2.1. Mehanizem delovanja topoizomeraze tipa II 
Topoizomeraze tipa II inducirajo topološke spremembe skozi večstopenjski proces oziroma 
katalitični cikel, ki za svoje delovanje potrebuje magnezijeve (Mg2+) ione in hidrolizo dveh 
molekul adenozin trifosfata (ATP) (9,11). Potek tega procesa, kakor ga razumemo danes, je 
predstavljen shematsko na sliki 2. 
 
Slika 2. Shematska predstavitev katalitičnega cikla DNA topoizomeraz tipa II. Prirejeno po 
viru 11. 
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V prvem koraku cikla se ena dvoverižna molekula DNA (odsek A oz. G-fragment) veže na 
topo IIα. V drugem koraku se dve molekuli ATP vežeta na ATPazno domeno (N-vrata), kar 
povzroči dimerizacijo le-te in ujetje druge dvovijačne molekule DNA (odsek B oz. T-
fragment). V tretjem koraku pride s pomočjo Mg2+ ionov do cepitve obeh verig odseka A; 
tirozinska ostanka v domeni WHD (angl. winged helix domain)  encima nukleofilno napadeta 
5' in 3' fosfatni skupini in tvorita fosfotirozinski vezi – nastane kratkotrajni kompleks med 
DNA in encimom. V četrtem koraku se ena molekula ATP hidrolizira, kar predvidoma 
pomaga pri prehodu odseka B skozi ravnokar nastalo odprtino v odseku A. V petem koraku 
pride do religacije odseka A in odprtja C-vrat. V šestem koraku cikla se odsek B sprosti in C-
vrata se zaprejo. V sedmem koraku pride do hidrolize preostale molekule ATP, sprostitev 
obeh molekul ADP ter odseka A in odprtja N-vrat. S tem se proces zaključi in encim je 
pripravljen na nov cikel (8,12,13,14). Na tem mestu velja poudariti, da je navkljub intenzivnim 
raziskavam veliko mehanističnih podrobnosti o delovanju cikla še vedno neznanih. 
 
1.3. Katalitični zaviralci človeške DNA topoizomeraze IIα 
Zaradi pomembne vloge človeške topo IIα v korelaciji z različnimi malignimi karcinomi je 
bilo vloženega veliko truda in raziskav v iskanje in odkrivanje učinkovitih protitumorskih 
učinkovin. To je pripeljalo do velikega nabora molekul z zelo različnimi strukturami in 
mehanizmi delovanja, ki so sposobne modulirati funkcijo encima topo IIα. Učinkovito 
zaviranje topoizomeraz namreč onemogoči normalno delitev celic; nekontrolirana in hitra 
delitev pa je eden od zaščitnih znakov rakavih celic (3,9). 
Upoštevajoč mehanizem delovanja zaviralce topo IIα napogosteje razdelimo v dve veliki 
skupini: (1) uveljavljene topo II strupe, ki stabilizirajo kratkotrajno prisoten kovalentni 
kompleks med topo II in razprtim G-segmentom DNA ter spremenijo encim v celični toksin, 
in (2) raznovrstno skupino katalitičnih zaviralcev, ki delujejo preko alternativnih mehanizmov 
(9, 11). 
Najbolj uveljavljena skupina zaviralcev topo II v klinični uporabi so topo II strupi. V Sloveniji 
imamo registriranih vsaj pet zdravilnih učinovin, ki delujejo preko tega mehanizma: 
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doksorubicin, mitoksantron, etopozid, tenipozid in amsakrin. Ti se uporabljajo za zdravljenje 
širokega spektra rakavih obolenj (11). 
Navkljub učinkovitosti kemoterapije s temi zdravilnimi učinkovinami pa imajo te molekule 
mnoge resne stranske učinke. Tako so na primer zelo kardiotoksične, nekatere molekule, npr. 
etopozid, pa so sposobne tudi indukcije sekundarnih tumorjev med zdravljenem primarnega 
tumorja. Nadaljnji problem je tudi, da tumorji pogosto postanejo odporni na obstoječa 
zdravila; pojavi se torej rezistenca na zaviralce topoizomeraz tipa II (11). 
V zadnjih letih se prav zaradi omenjenih težav pri terapiji s topo IIα strupi raziskujejo nove 
skupine katalitičnih zaviralcev, ki zavirajo aktivnost topo II, ki v nasprotju s klasičnimi topo 
IIα zaviralci ne stabilizirajo cepitvenega kompleksa. Tovrstne spojine delimo v štiri velike 
skupine, kot je prikazano na  sliki 3. V okviru te magistrske naloge se bomo ukvarjali 
predvsem s katalitičnimi  zaviralci, ki zasedejo vezavno mesto za ATP in tako zaustavijo 
katalitični cikel encima(11). 
 
Slika 3. Glavni mehanizmi delovanja katalitičnih zaviralcev encima topo IIα. 
 
1.3.1. Novejše strategije za identifikacijo novih zaviralcev topo II / topo II strupov 
 
V literaturi najdemo veliko novih raziskav in rezultatov, tako na področju razvoja novih 
strupov kot tudi katalitičnih zaviralcev topo IIα. V preglednici I predstavljamo nekaj 
obetavnih spojin, ki so bile odkrite v zadnjih letih, ter prikazujejo tudi kompleksnost 
medmolekulskega prepoznavanja med ligandi in topo IIα. 
 
 
6 
 
Preglednica I. Izbrane molekule, ki delujejo kot zaviralci topo IIα in so bile odkrite z uporabo 
različnih pristopov načrtovanja. 
Kemijski 
razred/pristop 
Kemijske strukture 
 
 
 
α-
terpiridinski 
analogi 
 
 
1,3,4-
tiadiazolni 
analogi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Uporaba 
metode 
zamenjave 
skeletov 
spojine 
vodnice 
 
 
 
Uporaba 
strategije 
molekulske 
hibridizacije 
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1.3.1.1.  α-terpiridinski analogi 
2,4,6-Triarilpiridinski skelet, ki vsebuje fenolni obroč na mestih 2 in 4 na piridinskem skeletu, 
je bil ovrednoten kot dober skelet za razvoj novih topo II zaviralcev. Med raziskavami so 
opazili, da položaj hidroksilne skupine na fenilnem obroču (na mestu 4 na piridinu) odločilno 
vpliva na mehanizem delovanja teh derivatov. Če je hidroksilna skupina prisotna na orto 
mestu tega fenilnega obroča deluje spojina kot katalitični zaviralec, v primeru spojine na para 
poziciji pa kot topo II strup. Tako lahko spojini vodnici razvijamo v obeh smereh ali pa celo 
poskušamo razviti kombinirano terapijo s sočasnim zaviranjem preko obeh mehanizmov 
(9,15,16,17). (Preglednica I). 
1.3.1.2. 1,3,4-tiadiazolni analogi 
1,3,4-tiadiazolni skelet, substituiran na mestih 2 in 5, je prav tako tvoril strukturno osnovo in 
izhodišče za identifikacijo učinkovitih topo II zaviralcev z zmanjšano citotoksičnostjo na 
nerakave celične linije. Analiza odnosa med strukturo in delovanjem (SAR) je pokazala, da je 
za protitumorsko delovanje ključnega pomena 1,3,4-tiadiazolni skelet substituiran na mestu 5 
s fenilnim derivatom. Izkazalo se je, da spojine, ki vsebujejo fenilni derivat z 
elektronprivlačnimi substituenti, delujejo kot topo II strupi, medtem ko fenilni derivati z 
elektrondonorsko skupino delujejo kot katalitični zaviralci topo II (9,18). 
1.3.2. Načrtovanje zaviralcev topo IIα preko zamenjave skeletov spojine vodnice 
 
Metoda zamenjave skeletov (angl. scaffold hopping) je zelo uporabljana metoda za iskanje 
novih spojin z izboljšano aktivnostjo in novimi kemijskimi lastnostmi. Primer uporabe te 
metode je razvoj zaviralcev topo II, pri katerem so za osnovni skelet uporabili kampotecin 
(Preglednica I). Molekulo kampotecina lahko razdelimo na benzimidazolni del in kinolonski 
del. Z nadaljnjo optimizacijo so dobili zaviralec topo I, ki so ga z zamenjavo skeletov 
spremenili v zaviralec topo II z izboljšano metabolično stabilnostjo in topnostjo. Izboljšana 
metabolična stabilnost je bila posledica prisotnosti amidne skupine. Dodaten primer uporabe te 
metode pri razvoju novih zaviralcev lahko vidimo pri pretvorbi 2-fenilnaftalenoidnega skeleta 
(topo II strup) v 2-fenilbenzofuranoidne derivate (katalitični zaviralec topo II) (9, 19, 20, 21, 
22). 
1.3.3. Načrtovanje zaviralcev topo IIα  s strategijo molekulske hibridizacije 
 
Ko iščemo nove molekulske hibride z željeno biološko aktivnostjo proti specifičnim tarčam, 
 
8 
 
lahko izberemo dve ali več komplementarnih kemijskih entitet, ki imajo po združitvi manj 
stranskih učinkov in/ali boljšo biološko aktivnost. Primer molekulskih hibridov pri 
načrtovanju zaviralcev topo II so spojine, pri katerih so združili molekuli kolkona in 
pirazolina. Derivati tako dobljenih spojin so selektivni ATP-kompetitivni katalitični zaviralci 
topo IIα (7,23). 
1.3.4. Razvoj 9H-purinskih katalitičnih zaviralcev topo IIα, ki se vežejo na vezavno 
mesto za ATP  
 
Kot smo omenili, se bomo v magistrskem delu osredotočili na katalitične zaviralce topo IIα, ki 
interagirajo z vezavnim mestom za ATP. Spojine v literaturi, ki so zelo dobro ovrednotene in 
delujejo preko tega mehanizma, so 9H-purinski analogi, ki so bili razviti v farmacevtski družbi 
Novartis (Slika 4).   
 
Slika 4. Shema korakov razvoja katalitičnih zaviralcev topo IIα iz razreda 9H-purinov, ki so 
bili odkriti in razviti v farmacevtski družbi Novartis. 
Z uporabo zgrajenega homolognega modela N-terminalne domene topo IIα so raziskovalci 
odkrili 9H-purinski fragment z zaviralnimi lastnostmi in le-tega uporabili za rešetanje interne 
Novartisove knjižnice spojin. Tako so dobili 50 spojin, ki so jim določili zaviralno aktivnost. 
Identificirali so dva zadetka (eden je prikazan na sliki 4), ki so ju uporabili za nadaljnjo 
optimizacijo do prvih spojin vodnic. Končna uvedba kinolinska substituenta je še izboljšala 
zaviralno aktivnost, dodatek morfolino-etoksi skupine pa je povečal njeno topnost; s tem  so 
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prišli do končnega predkliničnega kandidata. V nadaljnih testiranjih so dokazali, da je tako 
sintetiziran 9H-purinski analog zelo dober katalitični zaviralec topo IIα in deluje preko vezave 
v ATP mesto, spojina pa je izkazovala dobro aktivnost tudi na celičnem nivoju preko takega 
mehanizma (24,25). 
1.3.5. Razvoj monocikličnih zaviralcev topo IIα 
 
V predhodnih raziskavah so raziskovalci na Kemijskem Inštitutu v Ljubljani v slodelovanju s 
Fakulteto za farmacijo Univerze v Ljubljani razvoj zaviralcev človeške topo IIα pričeli 
izhajajoč iz prej omenjenega 9H-purinskega razreda spojin, saj so le-ti dokazano katalitični 
zaviralci z vezavo v ATP-vezavno mesto topo IIα. Do sedaj opravljene raziskave 
monocikličnega kemijskega razreda shematsko prikazuje slika 5.  
 
 
Slika 5. Shema razvoja in optimizacije monocikličnih zaviralcev človeške topo II iz 9H-
purinov 
 
Na podlagi objavljenih 9H-purinov kot spojin vodnic so najprej rekonstruirali njihov 
predpostavljen model vezave v vezavno mesto za ATP. Nato so s pomočjo programa 
LigandScout generirali farmakoforne modele in rešetali interno knjižnico komercialno 
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dostopnih spojin. Kot potencialne zaviralce, ki bi namesto bicikličnega mimetika adeninske 
interakcije vsebovali ustrezen monocikel, so s pomočjo in vitro testa relaksacijske encimske 
aktivnosti topo IIα identificirali razred 1,3,5 triazinov, ki niso izkazovali najboljših fizikalno-
kemijskih lastnosti, so pa bili selektivno toksični do človeške jetrne rakave celične linije 
HepG2 (26).  
Po optimizaciji farmakofornega modela in ponovnem rešetanju spojin usmerjene kemijske 
knjižnice so kot izboljšane zaviralce prepoznali 4,6-substituirane-1,3,5-triazin-2(1H)-one (27). 
Najobetavnejše spojine so eksperimentalno ovrednotili in postavili tudi SAR za substituente 
na mestu 6 glede na 1,3,5-triazin-2(1H)-onski obroč. Kot najugodnejše so se izkazale spojine, 
ki so vsebovale na tem mestu flouro- ali kloro-substituiran tiobenzilni fragment. V naslednjem 
koraku so izvedli še optimizacijo substituentov fenilnega obroča, pripetega na mesto 4 1,3,5-
triazinonskega skeleta. Te spojine so imele boljše zaviralne lastnosti kot topo II strup etopozid, 
ki se uporablja v terapiji, in so bile ovrednotene kot katalitični zaviralci topo IIα z delovanjem 
na rakavih celičnih linijah. Navkljub izboljšani biološki aktivnosti pa te spojine večinoma niso 
imele dovolj ugodnih fizikalno-kemijskih lastnosti, predvsem topnosti, za nadaljni razvoj (26, 
27, 28). 
 
1.4. Optimizacija topnosti ligandov v  procesu razvoja učinkovin 
 
Odkrivanje in razvoj novih zdravilnih učinkovin je zapleten in zahteven postopek, saj so 
lastnosti fragmentov v končni molekuli, ki ugodno vplivajo na optimalno biološko in 
farmakološko delovanje, pogosto v nasprotju z željenimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi. 
Zaradi tega končne molekule pogosto ne izkazujejo zadostne topnosti.  
Na vezavo zdravilne učinkovine lahko gledamo tudi kot na distribucijsko ravnotežje med 
vodnim okoljem in pretežno hidrofobnim žepom tarčnega proteina. Hidrofobnost ima tudi 
pozitivno vlogo pri nespecifičnem prehajanju liganda v vezavno mesto zaradi povečanja 
proste energije prek vezanih molekul vode. Iz vidika fizikalno-kemijskih lastnosti je 
prevelika hidrofobnost ligandov nezaželena, saj vodi v znižanje topnosti in razlog še za 
druge težave, zato moramo najti določen kompromis med biološko aktivnostjo in 
ustreznimi preostalimi lastnostmi optimalnega liganda 
V nadaljevanju so predstavljeni predvsem pristopi izboljšanja topnosti molekul s 
spremembo kemijske strukture, katerih se poslužujemo predvsem med samim razvojem 
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končne učinkovine. Poleg teh imajo pomembno vlogo tudi tehnološki pristopi z uporabo 
metod farmacevtske tehnologije (29). 
 
1.4.1. Standardni pristopi za izboljšanje topnosti 
 
Hidrofobnost je tako najpogostejši faktor, ki je vzrok za slabo topnost, zato je povečanje 
polarnosti molekule najpogostejša metoda izboljšanja topnosti. V splošnem pri tem 
koraku razvoja učinkovine uporabljamo dve standardni metodi.   
Pri metodi A se v molekulo uvajajo strukturne modifikacije, ki praviloma izboljšajo 
topnost. Pogosto se poslužujemo zamenjave ogljikovega atoma s polarnim atomom, 
najpogosteje z dušikom ali kisikom. Topnost tudi lahko povečamo z zamenjavo fenilnih 
obročev s heterocikli, kot so piridin in piridazin, ali zamenjavo alifatskih CH2 skupin s 
kisikom ali dušikom, da dobimo ustrezne etre ali amine. Problem tega pristopa je, da 
včasih spremba molekule vodi do prevelike spremembe biološke aktivnosti (29). 
Da se prej omenjenemu problemu izognemo, lahko uporabimo alternativni pristop, tj. 
metodo B, ki vključuje pripenjanje polarnega ali ionizabilnega dela na molekulo. V večini 
primerov je to dušikova bazična skupina, lahko pa tudi kisla karboksilna skupina ali 
nevtralna polarna skupina. Ta dodatek je uveden na ligand tako, da ne tvori interakcij 
neposredno z vezavnim mestom, zato v teoriji ne bi smel vplivati na afiniteto. Ta metoda 
se lahko uporabi kot zadnji korak za izboljšanje topnosti, ko je biološka aktivnost že 
optimalna; tak pristop so uporabili tudi v prej omenjem primeru optimizacije 9H-purinov. 
Bistvene karakteristike obeh pristopov prikazuje Preglednica II (29). 
Preglednica II. Vplivi na fizikalno-kemijske lastnosti pri uporabi obeh standardnih metod 
za izboljšanje topnosti 
Lastnost Metoda A Metoda B 
logP Znižanje Znižanje 
Molekulska masa Nima vpliva Zvišanje 
Število donorjev/akceptorjev H-vezi Zvišanje Zvišanje 
Bazičnost/kislost Zvišanje Zvišanje 
Polarna površina Zvišanje Zvišanje 
 
 
1.4.2. Drugi pristopi za izboljšanje topnosti 
 
Čeprav so standardni pristopi izboljšanja topnosti učinkoviti, lahko s tem zaradi 
sprememb v fizikalnih lastnostih tvegamo poslabšanje in vivo obnašanja molekule. 
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Ugodno znižanje logP pogosto spremlja neugodno povečanje molekulske mase, števila 
donorjev in akceptorjev H-vezi, bazičnosti oziroma kislosti ter tudi polarne površine 
liganda. Poleg tega so karboksilne kisline v telesu lahko podvržene procesu 
glukoronidacije, pri katerem nastajajo reaktivni intermediati, bazični amini pa so lahko 
signal za transport s P-glikoproteini. Zato obstajajo alternativni pristopi, ki se jih lahko 
poslužimo za izboljšanje topnosti (29). 
1.4.2.1 Izboljšanje topnosti z majhnimi spremembami molekule 
 
Majhne strukturne modifikacije, ki znižajo logP ter tudi tališče, lahko vodijo k izboljšani 
topnosti in so alternativa prejšnim dvem uveljavljenim metodam. Te modifikacije 
vključujejo: odstranitev hidrofobnih skupin, modifikacijo molekulske geometrije, tako da 
spreminjamo mesta fukcionalnih skupin, spremembo stereokemije, povečanje ali znižanje 
stopnje nasičenosti in dodajanje substituentov, kot sta fluor in metil. Te spremembe 
povečajo topnost tako, da spremenijo velikost molekule, število donorjev ali akceptorjev 
H-vezi ali obliko molekule. Te spremembe nimajo negativnega vpliva na ostale 
parametre, kot so bazičnost, kislost in polarna površina molekule (preglednica III) (29). 
Preglednica III. Vpliv posameznih strukturnih spremeb na topnost 
Strukturna sprememba Vpliva na molekulsko maso 
Odstranitev nepotrebnih hidrofobnih skupin Zmanjša 
Zamenjava z bolj topnim stereo/regio izomerom Ostane enaka 
Sprememba stopnje nasičenosti Zmanjša/poveča za 2 
Dodatek F ali Me skupine Povečanje za 18 ali 15 
 
1.4.2.2. Odstranitev hidrofobne funkcionalne skupine 
Izboljšanje topnosti preko znižanja velikosti molekule je zelo privlačen pristop, saj se 
lahko z njim izognemo ostalim potencialnim problemom pri kasnejših korakih razvoja 
učinkovine. Čeprav je hidrofobnost pogosto ključna za biološko učinkovitost, aktivne 
molekule včasih vsebujejo lipofilne skupine, ki nimajo velikega vpliva na afiniteto 
molekule. Prisotnost takih skupin lahko identificiramo z ovrednotenjem vezavne afinitete 
molekule (pKi ali pIC50) v odvisnosti od hidrofobnosti (logP). Indeks učinkovitosti 
lipofilnega liganda (angl. ligand-lipophilicity efficiency - LLE) je ena izmed metod, s 
katerimi lahko to določimo (29). 
Učinkovine, ki se dobro  vežejo na vezavno mesto, imajo pKi oziroma pIC50 višji od logP. 
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Razlika za vrednost 5 je minimalna meja za učinkovito vezavo. Višji indeks LLE pomeni, 
da imajo na afiniteto večji vpliv specifične interakcije med učinkovino in tarčo (pKi) kot 
hidrofobna vezava s tarčo (logP). Možno je, da ima molekula močno vezavno afiniteto 
kljub nizkemu indeksu zaradi velike vrednosti logP, ki je posledica velikosti molekule. 
Velikost molekule lahko zmanjšamo tako, da poiščemo dele molekule, ki ne vplivajo na 
vezavno afiniteto in jih odstranimo. Tako posledično vplivamo tudi na topnost (29). 
1.4.2.3. Modifikacija molekulske geometrije 
Stereo- in regiokemija liganda lahko vpliva na topnost s spremembo oblike in geometrije 
molekule tako v trdnem stanju kot v raztopini, kar privede do spremembe v logP in/ali 
tališču. Znano je, da imajo izomeri ligandov z večjo simetrijo višje tališče, kar pomeni, da 
lahko topnost včasih povečamo s porušenjem simetrije molekule. Molekulska geometrija 
lahko vpliva na moč inter- in intra-molekularnih vodikovih vezi v trdnem stanju in vpliva 
na kristalinično stabilnost molekule. Pri molekuli, v kateri je donorska oziroma 
akceptorska skupina neposredno povezana s tarčo, lahko včasih izboljšamo tako aktivnost 
kot topnost z oviranjem intramolekularnih H-vezi s konformacijskimi spremmbami 
ligandov (29, 30). 
1.4.2.4. Zvišanje ali znižanje stopnje nenasičenosti 
Stopnjo nenasičenosti definiramo kot seštevek -vezi in obročev v molekuli. 
Dvojne vezi ali obroči so ekvivalent eni enoti stopnje nenasičenosti in 
predstavljajo izgubo dveh vodikovih atomov. Dodatek ali odvzem vodikovih 
atomov poveča ali zmanjša število obročev ali -vezi. Ta navidezno majhna 
sprememba v molekuli ima lahko vpliv na izboljšanje topnosti. V zadnjih letih je 
bilo narejenih več študij vpliva nenasičenosti na topnost zdravilnih učinkovin. 
Čeprav te študije kažejo korelacijo med topnostjo in stopnjo nenasičenosti, 
rezultatov ne moremo posploševati. Ko ocenjujemo vpliv nenasičenosti na 
topnost, moramo paziti na tip molekule, ki ga imamo v razvoju (heteroaromatski 
ali aromatski ogljikovodikov sistem) (29). 
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2. Namen dela 
 
Cilj magistrske naloge bo optimizirati delovanje in izboljšati topnost predhodno opisanih 4,6-
substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov kot monocikličnih katalitičnih zaviralcev topo IIα z 
uporabo podatkov SAR in rezultatov raziskav, pridobljenih pri razvoju katalitičnih zaviralcev 
farmacevtskega podjetja Novartis. Kot izhodiščni spojini bomo vzeli molekuli A in B (Slika 
6), ki sta izkazovali optimalne lastnosti v dosedanjem procesu izboljšav tega kemijskega 
razreda. Optimizacijo bomo izvajali s kemijskimi modifikacijami substituenta, ki je pripet na 
obročno mesto 6 nosilnega 1,3,5-triazinonskega skeleta. 
  
Slika 6. Izhodiščna 4,6-substituirana-1,3,5-triazin-2(1H)-ona A-B, ki smo ju uporabili za 
nadaljnjo optimizacijo na mestu 6 z namenom izboljšanja zaviralne aktivnosti in topnosti. 
 
V prvem delu bomo sintetizirali dva derivata, pri katerih bomo z uvedbo substituenta CF3 na 
fenilni obroč na mestu 6 1,3,5-triazinonskega obroča preučili vpliv velikosti in elektronskih 
lastnosti te skupine glede na predhodno prisoten kloro-substituent. V drugem delu bomo na 
podlagi tridimenzionalnega (3D) prileganja sidranih konformacij predkliničnega kandidata, 
razvitega v farmacevtski družbi Novartis, in predhodno razvitega vezavnega modela 4,6-
substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov v vezavno mesto za ATP človeške topo IIα v 
triazinone uvedli na mesto 6 še kinolinski substituent z in brez morfolino-etoksi skupine za 
izboljšanje topnosti. Proces načrtovanja in optimizacije, izveden na Kemijskem inštitutu, ter 
splošna formula načrtovanih spojin, ki jih bomo sintetizirali v tej nalogi, so predstavljeni na 
sliki 7. 
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Za pripravo željenih spojin bomo najprej sintetizirali 2-((2-klorokinolin-6-
il)metil)izotiouronijev bromid in druge nove derivate amidin izotioureje, iz katerih bomo nato 
pripravili 1,3,5-triazin-2(1H)-onski obroč s kondenzacijo z uporabo etoksikarbonil 
izotiocianata. Na obročno mesto 4 bomo nato pripeli 3-fluoro-5-(trifluorometil)benzilni 
substituent, ki se je v prejšnjih študijah tega kemijskega razreda izkazal kot zelo ugoden. 
 
Slika 7. Proces načrtovanja in optimizacije 4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov, 
obravnavan v tej nalogi, ter strukture načrtovanih spojin, ki jih bomo sintetizirali v teh nalogi. 
 
Tako bomo sintetizirali več končnih spojin, katerih strukture bomo eksperimentalno 
potrdili s pomočjo spektroskopskih metod, njihovo zaviralno delovanje pa bomo ovrednotili z 
uporabo in vitro testa topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti. 
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Spojine z najboljšimi lastnostmi bomo dodatno ovrednotili s testom spodbujanja cepitve ter 
testom aktivnosti razpletanja DNA ter izračunali njihov vezavni model v vezavno mesto za 
ATP z metodo molekulskega sidranja. Tako bomo dobili dodatne podatke o zaviralni 
aktivnosti spojin ter o njihovem katalitičnem mehanizmu delovanja. Proučili bomo tudi SAR 
dobljenih spojin, ki bo dopolnil obstoječe znanje o tem kemijskem razredu, in ovrednotili, 
katere interakcije so bolj oziroma manj ugodne za vezavo molekul v aktivno mesto. 
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3. Materiali in metode 
 
3.1. Topila in reagenti 
Pri delu smo uporabili topila in reagente različnih mednarodnih proizvajalcev: 
Apollo Scientific, EvoBlocks, Acros, Sigma Aldrich, Merck in Fluorochem. 
3.2. Aparature in laboratorijska oprema 
- Pipete: Brand, Schott 
- Rotavapor: Büchi 461 Water Bath, Švica 
- UV svetilka: Camag, Švica 
- Precizna tehtnica: Mettler Toledo AG245, Švica 
- Analizna tehtnica: Mettler Toledo PM400, 
- Magnetno mešalo: Ika RCT basic, Nemčija 
 
3.3. Programska oprema 
Kemijske strukture in reakcijske sheme smo izrisali z računalniškim programom ChemDraw 
Proffesional 18.0, 3D strukture pa smo generirali s programom Chem 3D proizvajalca 
CambridgeSoft. S tem programom smo spojine poimenovali (po IUPAC-u) in izračunali 
predvideno vrednost logP in molekulsko maso. 
 
Za risanje grafov in analizo rezultatov testa relaksacijske encimske aktivnosti smo uporabili 
uveljavljeni program GraphPad Prism 7, ki ga razvija GraphPad Software. S tem programom 
smo določili tudi IC50 vrednosti testiranih spojin. 
 
Končni molekuli 13 in 14 smo sidrali v ATP-vezavno mesto ATPazne domene topo IIα s 
programom GOLD proizvajalca The Cambridge Crystalographic Data Centre. Primerjavo 
sidranih konformacij in vizualizacijo smo nato izvedli  s programom LigandScout proizvajalca 
Inte:Ligand(31).
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3.4. Analizne metode 
 
3.4.1. Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Za TLC analizo smo uporabili Merckove kromatografske ploščice TLC Silica gel 60 F254. 
Spojine smo detektirali s pomočjo UV svetilke pri valovni dolžini 254 nm. 
3.4.2. Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C NMR spektre smo posneli na Fakulteti za farmacijo z Bruker Avance III 400 MHz 
spektrometrom pri 295 K. Kot topilo smo uporabili devterirani topili DMSO-d6 ter CDCl3. 
Spektre smo analizirali s programom MestReC 4.9.9.9. podjetja Mestrelab Research. 
Kemijske premike smo zapisali v delih na milijon (angl. parts per million, ppm), sklopitvene 
konstante (J) pa v Hz. Sklopitve med protoni smo označili kot: s (singlet), br s (širok singlet), 
d (dublet), dd (dublet dubleta), t (triplet), dt (dublet tripleta), q (kvartet), in m (multiplet).  
3.4.3. Masna spektroskopija visoke ločljivosti (HRMS) 
Masni spektri visoke ločljivosti so bili posneti na masnem spektrometru Thermo Scientific Q 
Exactive Plus na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. 
3.4.4. In vitro test topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti 
Testni komplet smo kupili pri visokotehnološkem podjetju Inspiralis (Velika Britanija). Teste 
relaksacijske encimske aktivnosti smo izvedli na Kemijskem Inštitutu v Ljubljani po 
standardnem protokolu (32). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili znan zaviralec topo IIα 
etopozid. Meritve smo izvedli pri štirih koncentracijah preiskovanih spojin: 250 µM, 125 µM, 
31,3 µM in 7,8 µM. Test relaksacijske encimske aktivnosti temelji na tvorbi tripleksa med 
dodatno zvitim plazmidom, biotiniliranim oligonukleotidom in barvilom SybrGOLD, ki bolj 
fluorescira, če je le-to vezano na plazmid (32).  
Princip testa je dodatno prikazan še na sliki 8. Na mikrotitrsko ploščico s streptavidinom 
imobiliziramo biotiniliran oligonukleotid. Nato uvedemo reakcijsko zmes: preiskovan 
zaviralec, ATP, dodatno zvit plazmid in encim topo IIα. Po poteku zaviranja (če se le-to 
seveda zgodi) dodamo TF (angl. triplex forming) pufer, ki ustavi reakcijo relaksacije in 
spodbudi tvorbo tripleksa. Po inkubaciji nato celotno reakcijsko zmes odlijemo in temeljito 
speremo mikrotitrsko ploščico. Možni sta dve situaciji: 
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- Če smo dodali močnejši zaviralec, se plazmid v veliki meri ni relaksiral in 
posledično se je tvoril tripleks. Zaznana fluorescenca je bila zato večja, saj se je barvilo 
vezalo na plazmid. 
- Če smo dodali šibkejši zaviralec, se je nekaj plazmida relaksiralo in tripleks se ni 
uspel tvoriti v takšni meri kot pri močnejših zaviralcih. Zato je zaznana fluorescenca 
manjša. 
Z merjenjem fluorescence in grafično obdelavo podatkov smo izračunali IC50 vrednosti za 
posamezno spojino. 
 
Slika 8. Shematski prikaz testa topo II relaksacijske encimske aktivnosti (33). 
Izvedba testa topo IIα relaksacijske encimske aktivnosti 
Test smo izvedli po že uveljavljenem protokolu (33). S streptavidinom obloženo ploščico smo 
rehidrirali tako, da smo jo trikrat sprali z 200 μL pufra za spiranje (20 mM Tris-HCl (pH 7,6), 
137 mM NaCl, goveji serumski albumin (BSA) (0,005 % (w/v), Tween-20® 0,05 % (v/v)). 
Nato smo imobilizirali biotiniliran oligonukleotid (TFO1), tako da smo v vsako vdolbinico 
dali 100 μL pufra za spiranje s 500 nM TFO1 in inkubirali pet minut pri sobni temperaturi. 
Vsebino smo nato odlili in trikrat sprali s pufrom za spiranje. Ostanke pufra smo odstranili s 
pipeto. V vsako jamico smo dodali 27 μL vodne raztopine: 0,008 % Tween-20®, 1 mM ATP 
in 0,75 μg dodatno zvitega plazmida pNO1. Dodali smo 3 μL preiskovanega zaviralca, 
raztopljenega v 100% DMSO. Nato smo dodali še ustrezno količino encima v 3 μL pufra za 
redčenje (50 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 50% (v/v) 
glicerol, 50 μg/mL BSA) ter inkubirali 30 minut pri 37 °C. 
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Po inkubaciji smo v vsako vdolbinico dodali 100 μL pufra za tvorbo tripleksa (50 mM NaOAc 
(pH = 5.0), 50 mM NaCl, 50 mM MgCl2) in ponovno inkubirali pri sobni temperaturi 30 
minut. Nato smo vsebino jamic odlili in trikrat sprali s pufrom za tvorbo tripleksa. 
Dodali smo 200 μL barvila SybrGOLD, razredčenega v pufru T10 (10 mM Tris-HCl (pH = 8), 
1 mM EDTA) ter inkubirali od 10 do 20 minut. Fluorescenco smo pomerili s flourescenčnim 
čitalnikom (ekscitacija pri 495 nm in emisija pri 537 nm). Pred meritvijo smo vsebino jamic 
premešali s pipeto. Pri testu smo uporabljali visoko prečiščeno vodo (milli-q). Teste smo 
opravili na Kemijskem inštitutu v Ljubljani v okviru raziskav novih katalitičnih zaviralcev 
topo IIα mlade raziskovalke Kaje Bergant. 
Test spodbujanja cepitve   
Test spodbujanja cepitve (angl. human topoisomerase IIα mediated cleavage assay) omogoča, 
da ugotovimo, ali je spojina topo II strup ali katalitični zaviralec. Kovalentni kompleks topo 
IIα-DNA je namreč zelo kratkoživ in tako težko opazen. Ker je za topo II strupe značilno, da 
ta kompleks stabilizirajo, jih lahko na ta način ločimo od katalitičnih zaviralcev. Princip testa 
je prikazan na sliki 9.  
V primeru, da je molekula topo II strup, se poveča koncentracija linearne (precepljene) DNA, 
kar lahko spremljamo in kvantificiramo na elektroforeznem gelu. Tipičen razvoj gela za obe 
skupini zaviralcev je prikazan na sliki 9. 
Test so v dveh ponovitvah po predhodno razvitem protokolu izvedli v podjetju Inspiralis. 
Aktivnost zaviralcev, pripravljenih v okviru te naloge, so izmerili pri štirih koncentracijah 
(125 μM, 31,5 μM, 15,6 μM, 7,8 μM), kot standard so prav tako uporabili topo II strup 
etopozid. Izvedli so tudi pozitivno (+, encim brez zaviralca) in negativno (-, brez encima) 
kontrolo ter preverjen zaviralni učinek samega DMSO. 
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Slika 9.  (a) princip testa spodbujanja cepitve (b) razvoj gela pri katalitičnih zaviralcih 
in topoizomeraznih strupih (33).  
3.4.5. Test aktivnosti razpletanja človeške topo II  
Test aktivnosti razpletanja topo IIα (angl. human topoisomerase IIα mediated 
decantenation assay) prav tako kot že omenjeni test relaksacijske encimske aktivnosti 
uporabljamo za določevanje, ali spojine zavirajo encim in s tem preprečujejo razpletanje 
zvite DNA. Test predstavlja realnejšo situacijo za oceno delovanja zaviralca kot 
relaksacijski test, saj lahko neposredno spremljamo vpliv na topološke spremembe DNA 
in ne le posredno preko merjenja flourescence. S tem uveljavljenim funkcionalnim 
biokemijskim testom vrednotimo vpliv spojine na sposobnost encima topo IIα, da 
razplete mrežo cikličnih molekul DNA, imenovano tudi kinetoplastna DNA (33). 
Kot substrat pri tem testu navadno uporabljamo kinetoplastno DNA (kDNA), katere 
mreža je sestavljena iz veliko malih krožnih DNA (velikosti cca. 2,5 kb) in velikih 
krožnih DNA (velikost cca. 37 kb) (31, 32). Če je topo IIα prisotna, razplete kDNA, kar 
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na gelu lahko zaznamo kot liso, ki potuje navzdol. Če pa je encim zavrt, je kDNA 
prevelika in ne more potovati po gelu, zato le-ta ostane na začetku. 
Test so v dveh ponovitvah po uveljavljenem protokolu izvedli v podjetju Inspiralis. 
Aktivnost zaviralcev, pripravljenih v okviru te naloge, so izmerili pri štirih 
koncentracijah (125 μM, 31,5 μM, 15,6 μM, 7,8 μM), kot standard so uporabili topo II 
strup etopozid. Izvedli so tudi pozitivno  (+, encim brez zaviralca) in negativno (-, brez 
encima) kontrolo za popolno validacijo eksperimenta. 
 
Slika 10. (A) princip testa razpletanja, (B) razvoj gela (33). 
3.4.6.  Molekulsko sidranje aktivnih spojin 13 in 14 v vezavno mesto za ATP na N-
terminalni domeni topo IIα 
 
Na Kemijskem inštitutu smo skupaj z mlado raziskovalko Kajo Bergant izvedli tudi 
molekulsko modeliranje zaviralno delujočih spojin 13 in 14 z vsebovanim kinolinskim 
sketetom in morfolinskim elementom za povečanje topnosti z uporabo predhodno razvitega in 
silico računskega protokola (34). Za generiranje 3D strukture obravnavanih ligandov smo 
uporabili program Chem 3D in klasično MMFF94 polje sil za geometrijsko optimizacijo 
začetne konformacije do prevzetih pogojev konvergence.  
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S programom GOLD (34) smo nato izračunali vezane konformacije obeh molekul v aktivnem 
mestu topo IIα z uporabo molekulskega sidranja. Uporabili smo 1 protomer ATPazne domene 
človeške topo IIα v kompleksu z ligandom AMP-PNP.  Ta je v javni bazi proteinskih struktur 
(PDB), dostopna pod označbo 1ZXM.  
Vezavno mesto za ATP smo definirali kot kroglo (sfero), katere premer je bil 10 Å okoli 
referenčnega liganda v tej kristalni strukturi AMP-PNP (koordinate središča krogle: x = 
35,7113; y = 0,452; z = 40,0306). V aktivnem mestu nismo upoštevali Mg2+ ionov ter molekul 
vode. Vseeno pa smo pri sidranju upoštevali poziciji dveh kristalnih molekul vode W931 in 
W924. Ti dve vodi naj bi po do sedaj dostopnih modelih namreč imeli pomembno vlogo pri 
vezavi molekule ATP preko tvorbe posrednih vodikovih vezi z aminokislinami. Za validacijo 
nastavitev smo, kot v vseh prejšnjih študijah, reproducirali vezavno konformacijo ko-
kristaliziranega referenčnega liganda AMP-PNP. Med sidranjem smo dodali tudi dodatno 
geometrijsko omejitev tvorbe vodikove vezi med ligandom in karbonilnim kisikom Asn120, ki 
v kristalni strukturi interagira z adeninskim fragmentom ATP analoga.  
Program LigandScout (31) smo uporabili za primerjavo ter vizualizacijo sidranih konformacij 
in izdelavo slike 13, ki je predstavljena v sekciji Rezultati in Razprava. 
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4. Eksperimentalni del  
 
4.1. Sinteza 
4.1.1. Sintezi 4-((3-fluoro-5-(trifluorometil)benzil)tio)-6-((3-(trifluorometil) benzil)tio)-
1,3,5-triazin-2(1H)-ona (5) in 4-((3-fluoro-5-(trifluorometil) benzil)tio)-6((4-
trifluorometil)benzil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (6)  
 
 
4.1.1.1. Sintezi 2-(3-(trifluorometil)benzil)izotiouronijevga klorida (1) in 2-(4-
(trifluorometil)benzil)izotiouronijevga klorida (2) 
V 100 mL bučko smo natehtali tiosečnino II (3,9 mmol, 0,297 g, 1,3 ekv) in jo raztopili v 
brezvodnem CH3CN (10 mL). Raztopino smo segreli na 80 °C, da se je tiosečnina raztopila v 
celoti. V bučko smo nato dodali spojino I-1 ali I-2 (3 mmol, 0,582 g, 1 ekv) in mešali 2 uri pri 
80 °C in nato še 1 uro pri sobni temperaturi. Nastalo belo oborino, ki je nastala, smo 
odfiltrirali z odsesavanjem. Identiteti produktov 1 in 2 smo potrdili s TLC, 1H-NMR ter masno 
(HRMS) spektroskopijo. 
 
 
 
25 
 
Masa produkta (1) 318 mg 
Izkoristek 54,5% 
Izgled Bela amorfna snov 
Rf (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1) 0 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.64 (s, 2H, SCH2), 7.63 (t, J = 7.7 Hz, 1H, Ar-H), 
7.67–7.72 (m, 1H, Ar-H), 7.74–7.70 (m, 1H, Ar-
H), 7.83–7.86 (m, 1H, Ar-H), 9.32 (br s, 4H, NH3
+ 
in NH) 
HRMS (ESI) za C9H10N2F3S [M]
+ 
Izračunana: 235,0511 
Dobljena: 235,0507 
 
Masa produkta (2) 394 mg 
Izkoristek 66,7% 
Izgled  Bela amorfna snov 
Rf (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1) 0 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.62 (s, 2H, SCH2), 7.64–7.69 (m, 2H, Ar-H), 
7.74–7.80 (m, 2H, Ar-H), 9.29 (br s, 4H, NH3
+ in 
NH) 
HRMS (ESI) za C9H10N2F3S [M]
+ 
Izračunana: 235,0511 
Dobljena: 235,0508 
 
4.1.1.2. Sintezi 4-merkapto-6-((3-(trifluorometil)benzil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (3) 
in 4-merkapto-6-((4-(trifluorometil)benzil) tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (4). 
V 100 mL bučki smo v H2O (3 mL) raztopili spojino 1 ali 2 (1 mmol, 0,194 g, 1 ekv), dodali 
toluen (5 mL) ter močno mešali 5 minut. Nato smo po kapljicah začeli izmenično dodajati 
NaOH (2 M, 4 mL) in spojino III (1,4 mmol, 0,184 g, 1,4 ekv), raztopljeno v toluenu (2 mL). 
Po 15 minutah smo dodali še 2 mL 2 M NaOH in mešali 24 ur pri sobni temperaturi. Fazi smo 
ločili z lij ločnikom in organsko fazo spirali z NaOH (2 M, 6 mL). Združene alkalne faze smo 
nakisali s H2SO4 (2 M) do pH = 1. Nastalo oborino  smo filtrirali z odsesavanjem in jo sprali s 
heksanom, da smo se znebili prisotne lipofilne nečistote, ki smo jo zaznali na TLC ploščici. 
Identiteti produktov 3 in 4 smo potrdili s TLC, 1H-NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
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Masa produkta 3 130 mg 
Izkoristek 41% 
Izgled Rumenkast prah 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,11 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.46 (s, 2H, SCH2), 7.57 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 
7.62–7.67 (m, 1H, Ar-H), 7.73–7.78 (m, 1H, Ar-
H), 7.81–7.85 (m, 1H, Ar-H), 12.54 (br s, 1H, 
NH), 13.68 (br s, 1H, NH) 
HRMS (ESI) za C11H9N3OF3S2 [M+H]
+ 
Izračunana: 320,0134 
Dobljena: 320,0131 
 
Masa produkta 4 165 mg 
Izkoristek 52% 
Izgled Bel prah 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,11 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.46 (s, 2H, SCH2), 7.62–7.72 (m, 4H, Ar-H), 
12.48 (br s, 1H, NH), 13.59 (br s, 1H, NH) 
  13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) 32.67, 124.16 (q, 1JF,C = 271.4 Hz, CF3), 125.23 
(q, 3JF,C = 4.4 Hz), 127.88 (q, 
2JF,C = 31.5 Hz), 
129.87, 141.70, 149.74 (br s), 168.17, 179.14 (br 
s) 
HRMS (ESI) za C11H9N3OF3S2 [M+H]
+ 
Izračunana: 320,0134 
Dobljena: 320,0131 
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4.1.1.3. Sintezi 4-((3-fluoro-5-(trifluorometil)benzil)tio)-6-((3-(trifluorometil)benzil)tio)-
1,3,5-triazin-2(1H)-ona (5) in 4-((3-fluoro-5-(trifluorometil)benzil)tio)-6((4-
trifluorometil)benzil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona (6)    
V 50 mL bučki smo raztopili spojino 3 (0,2 mmol, 65 mg) ali 4 (0,47 mmol, 150 mg) v EtOH 
(4 mL) in NaOH (2 M, 2,5 mL) in dodali reagent IV (57 mg, 0,22 mmol za spojino 3 oziroma 
133 mg, 0,52 mmol za spojino 4). Reakcijsko zmes smo mešali 2 uri pri sobni temperaturi. Po 
dveh urah smo dodal H2O (5 mL) in nakisali s H2SO4 (2 M) do tvorbe oborine. Oborino smo 
filtrirali z odsesavanjem in jo sprali s heksanom, da smo se znebili lipofilne nečistote. 
Identiteti produktov 5 in 6 smo potrdili s TLC, 1H-NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
Masa produkta 5 71 mg 
Izkoristek 72% 
Izgled Belo-rumen prah 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,26 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.43 (s, 2H, 2  × SCH2), 7.51–7.64 (m, 4H, Ar-
H), 7.65-7.68 (m, 1H, Ar-H), 7.70 (d, J = 7.7 
Hz, 1H, Ar-H), 7.75-7.79 (m, 1H, Ar-H), 13.05 
(br s, 1H, NHCO) 
HRMS (ESI) za C19H13N3OF7S2 [M+H]
+ 
Izračunana: 496,0383 
Dobljena: 496,0378 
 
 
Masa produkta 6 140 mg 
Izkoristek 60% 
Izgled Belo-rumen prah 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,26 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.42 (s, 2H, SCH2),  4.43 (s, 2H, SCH2), 7.53–
7.58 (m, 1H, Ar-H), 7.58-7.62 (m, 3H, Ar-H), 
7.63-7.68 (m, 3H, Ar-H), 13.05 (br s, 1H, 
NHCO) 
HRMS (ESI) za C19H13N3OF7S2 [M+H]
+ 
Izračunana: 496,0383 
Dobljena: 496,0378 
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4.1.2. Sinteza 4-(((3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)tio)metil)-6-(((2-(2-
morfolinoetoksi)kinolin-6-il)metil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)ona 
4.1.2.1. Sinteza N-(p-tolil)cinamamida 
 
Cimetno kislino V (10 mmol, 1,4 g, 1 ekv) smo raztopili v toluenu (10 mL) in dodali SOCl2 
(100 mmol, 11,9 g, 10 ekv). Rekacijsko zmes smo refluktirali 2 uri pri 80 °C. Po 2 urah smo 
odparili topilo in dobljen produkt takoj uporabili v naslednji stopnji.  
 
Spojino VI smo raztopili v brezvodnem THF (90 mL) in dodali prebitek NaHCO3 (2 g), da 
smo nevtralizirali preostanek SOCl2. Zmes smo mešali 5 minut in nato dodali DMAP (50 mg, 
0,40 mmol). Zmes, ki smo ji dodali DMAP, smo mešali še 2 minuti in nato počasi dodali 
spojino VII (1,67 g, 15,6 mmol) in mešali 24 ur pri sobni temperaturi. Spojino 7 smo izolirali 
tako, da smo odparili THF in nato ostanek raztopili v CH2Cl2 (50 mL) in spirali s HCl (1 M, 2 
× 50 mL) ter nato še z NaOH (1 M, 2 × 50 mL). Identiteto produkta 7 smo potrdili s TLC, 1H-
NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
Masa produkta 7 1,92 g 
Izkoristek 81% 
Izgled Belo-rjava amorfna snov 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,60 
 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
2.33 (s, 3H, Ar-CH3), 6.54 (d, J = 15.4 Hz, 1H, 
CH), 7.13–7.18 (m, 2H, Ar-H), 7.32 (br s, 1H, 
CONH), 7.36-7.42 (m, 3H, Ar-H), 7.46-7.60 (m, 
4H, Ar-H), 7.75 (d, J = 15.4 Hz, 1H, CH) 
HRMS (ESI) za C16H16NO [M+H]
+ 
Izračunana: 238,1226 
Dobljena: 238,1223 
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4.1.2.2. Sinteza 2-kloro-6-metilkinolina  
 
Spojini 7 (4 mmol, 0,964 g, 1 ekv) smo dodali AlCl3 (12 mmol, 1,6 g, 3 ekv) ter zmes stalili z 
žarilno pištolo. Črno-rjavo olje, ki smo ga dobili, smo mešali 1 uro pri 100 °C, nato pa  pustili, 
da se je zmes ohladila na sobno temperaturo. Nato smo dodali H2O (20 mL), ohlajeno na 0 °C,  
dobljeno oborino filtrirali z odsesavanjem. jo raztopili v EtOAc (50 mL), dodali H2O (50 mL) 
in stresali. Vodno fazo smo nato dodatno spirali z EtOAc (2 × 30 mL) in združene organske 
faze sprali z nasičeno vodno raztopino NaCl (100 mL), sušili z Na2SO4 in odparili topilo. 
Identiteto produkta 8 smo potrdili s TLC, 1H-NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo.  
Masa produkta 8 557 mg 
Izkoristek 87% 
Izgled Rdeča amorfna snov 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,14 
 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
2.42 (s, 3H, Ar-CH3), 6.69 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ar-
H), 7.29–7.37 (m, 3H, Ar-H), 7.75 (d, J = 9.5 Hz, 
1H, Ar-H), 11.97 (br s, 1H, NH) 
HRMS (ESI) za C10H10NO [M+H]
+ 
Izračunana: 160,0757 
Dobljena: 160,0756 
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Spojino 8 (3,5 mmol, 0,557 g, 1 ekv) smo raztopili v POCl3 (56 mmol, 8,59 g, 5,2 mL, 16 ekv) 
in zmes refluktirali pri 110 °C 70 minut. Nato smo jo ohladili na sobno temperaturo in zlili na 
led. Dobljeno črno suspenzijo smo nevtralizirali s trdnim NaOH, pri čemer  se je začela 
oborina raztapljati. Nevtralizirano raztopino smo ekstrahirali z EtOAc (4 × 100 mL). Združene 
organske faze smo spirali z nasičeno vodno raztopino NaCl (30 mL), sušili z Na2SO4 in 
odparili topilo. Spojino smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF= heksan/EtOAc, 3/1. 
Identiteto očiščenega produkta 9 smo potrdili s TLC, 1H-NMR ter masno (HRMS) 
spektroskopijo. 
Masa produkta 9 446 mg 
Izkoristek 75% 
Izgled  Oranžna amorfna snov 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/1) 0,71 
 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
2.54 (s, 3H, Ar-CH3), 7.35 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-
H), 7.55–7.59 (m, 2H, Ar-H), 7.92 (app dd, J = 
8.5, 1.4 Hz, 1H, Ar-H), 8.02 (dd, J = 8.5, 0.8 Hz, 
1H, Ar-H) 
HRMS (ESI) za C10H9NCl [M+H]
+ 
Izračunana: 178,0418 
Dobljena: 178,0416 
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4.1.2.3. Sinteza 6-(bromometil)-2-klorokinolina 
 
Spojino 9 smo raztopili v benzenu (10 mL), dodali N-bromosukcinimid (NBS) (1,25 mmol, 
0,222 g, 1,03 ekv) in katalitične količine benzoil peroksida. Reakcijsko zmes smo segrevali pri 
80 °C 1 uro. Reakcijsko zmes smo nato ohladili, odparili topilo in dobljen produkt očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex, 1/5). Identiteto produkta 10 smo potrdili s TLC, 
1HNMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
Masa produkta 10 122 mg 
Izkoristek 39% 
Izgled Rdečkasta amorfna snov 
Rf (MF: EtOAc/Hex, 1/5) 0,28 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.65 (s, 2H, CH2), 7.41 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 
7.76 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.82 (d, J = 
2.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.01 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 
8.08 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H) 
HRMS (ESI) za C10H8NBrCl [M+H]
+ 
Izračunana: 255,9523 
Dobljena: 255,9519 
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4.1.2.4. Sinteza 2-((2-klorokinolin-6-il)metil)izotiouronijevega bromida 
 
Raztopini spojine 10 (0,22 mmol, 0,058 g, 1ekv) v brezvodnem CH3CN (30 mL) smo dodali 
spojino II (0,3 mmol, 0,022 g, 1,3 ekv) in zmes smo segreli na 70 °C, da se je raztopila tudi 
tiosečnina. Pri tej temperaturi smo reakcijsko zmes mešali najprej 1 uro in nato še 2 uri pri 
sobni temperaturi. Dobljeno oborino smo filtrirali z odsesavanjem. Identiteto produkta 11 smo 
potrdili z 1H-NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
Masa produkta 122 mg 
Izkoristek 84% 
Izgled Rumenkasta amorfna snov 
Rf (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1) 0 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.70 (s, 2H, CH2), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 
7.86 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.99 (d, J = 
8.7 Hz, 1H, Ar-H), 8.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 
8.46 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 9.02 (br s, 2H, 
NH), 9.25 (br s, 2H, NH) 
HRMS (ESI) za C11H11N3ClS [M]
+ 
Izračunana: 252,0357 
Dobljena: 252,0353 
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4.1.2.5. Sinteza 6-(((2-klorokinolin-6-il)metil)tio)-4-merkapto-1,3,5-tirazin-2(1H)-ona 
 
V 100 mL bučki smo v H2O (3 mL) raztopili spojino 11 (0,42 mmol, 0,122g, 1 ekv), dodali 
toluen (4 mL) in močno mešali 5 minut. Nato smo po kapljicah začeli izmenično dodajati 
NaOH (2 M, 2 mL) in spojino III (0,6 mmol, 0,078 g, 1,4 eq), raztopljeno v toluenu  (2 mL). 
Po 15 minutah smo dodali še 2 mL 2 M NaOH in mešali 24 ur pri sobni temperaturi. Po 24 
urah smo fazi ločili z lij ločnikom in organsko fazo spirali z NaOH (2 M, 6 mL). Združene 
alkalne faze smo nakisali s H2SO4 (2 M) do pH = 1. Nastalo oborino smo filtrirali z 
odsesavanjem in sprali s heksanom. Spojino 12 smo nato dodatno očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1). Identiteto produkta 12 smo potrdili s TLC, 
1H-
NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
Masa produkta 75 mg 
Izkoristek 52% 
Izgled Rumena amorfna snov 
Rf (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1) 0,16 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
4.50 (s, 2H, CH2), 7.58 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-
H), 7.86 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.91 
(d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 8.05 (d, J = 2.0 Hz, 
1H, Ar-H), 8.40 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 
11.72 (br s, 1H, NH), 13.66 (br s, 1H, NH) 
HRMS (ESI) za C13H10N4OClS2 [M+H]
+ 
Izračunana: 336,9979 
Dobljena: 336,9974 
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4.1.2.6. Sinteza 6-(((2-klorokinolin-6-il)metil)tio)-4-((3-fluoro-5-
(triflourometil)benzil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona 
 
V raztopino spojine 12 (0,22 mmol, 0,074 g, 1 ekv) v EtOH (4 mL) in NaOH (2 M, 2,5 mL) 
smo dodali reagent IV (0,24 mmol 0,063 g, 1,1 ekv). Reakcijsko zmes smo mešali 2 uri pri 
sobni temperaturi, nato pa dodali H2O (5 mL) in zmes nakisali s H2SO4 (2 M) do tvorbe 
oborine. Surov produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1). 
Identiteto produkta 13 smo potrdili s TLC, 1H-NMR, 13C-NMR ter masno (HRMS) 
spektroskopijo. 
Masa produkta 43 mg 
Izkoristek 38% 
Izgled Belo-rumena amorfna snov 
Rf (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1) 0,49 
 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
4.37 (s, 2H, CH2), 4.53 (s, 2H, CH2), 7.18-7.25 
(m, 1H, Ar-H), 7.25-7.32 (m, 1H, Ar-H), 7.37 
(d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.40-7.46 (m, 1H, 
Ar-H), 7.69 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.76-
7.85 (m, 1H, Ar-H), 7.96 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.03 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 12.64 
(br s, 1H, NH) 
    13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) 32.29, 33.08, 111.50 (dq, 2JF,C = 24.2 Hz, 
3JF,C 
= 3.7 Hz), 120.00 (d, 2JF,C = 22.0 Hz), 121.88 
(q, 3JF,C = 3.7 Hz), 122.56, 123.10 (dd, 
1JF,C = 
272.9 Hz, 4JF,C = 3.7 Hz), 126.36, 127.55, 
127.95, 130.69 (qd, 2JF,C = 32.3 Hz, 
3JF,C = 8.8 
Hz), 131.92, 136.34, 139.61, 142.41 (d, 3JF,C = 
8.1 Hz), 146.34, 149.69, 155.07 (br s), 161.55 
(d, 1JF,C = 246.5 Hz), 175.39 (br s) 
HRMS (ESI) za C21H14N4OClF4S2 [M+H]
+ 
Izračunana: 513,0228 
Dobljena: 513,0225 
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4.1.2.7. Sinteza 4-(((3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)tio)metil)-6-(((2-(2-
morfolinoetoksi)kinolin-6-il)metil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona 
 
Ohlajeni (0 °C) raztopini spojine VIII (1,66 mmol, 0,216 g, 2 ekv) v brezvodnem DMF (15 
mL) smo dodali 60% disperzijo NaH (1,83 mmol, 71 mg, 1,1 ekv) in nato po 30 minutah 
dodali raztopino spojine 13 (0,424 g, 0,83 mmol, 1 ekv) v brezvodnem DMF (5 mL). 
Reakcijsko zmes smo mešali 24 ur pri sobni temperaturi, nato pa dodali H2O (100 mL) in 
ekstrahirali z EtOAc (3 × 30 mL). Združene organske faze smo spirali z nasičeno vodno 
raztopino NaCl (20 mL), sušili z Na2SO4 ter odparili topilo. Spojino 14 smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH, 15/1). Identiteto produkta 14 smo potrdili s 
TLC, 1H-NMR 13C-NMR ter masno (HRMS) spektroskopijo. 
Masa produkta 26 mg 
Izkoristek 5% 
Izgled umazano bela amorfna snov 
Rf (MF: CH2Cl2/MeOH, 9/1) 0,41 
 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
2.51-2.60 (m, 4H, morpholine-CH2), 2.76 (t, J = 
5.9 Hz, 2H, NCH2), 3.57 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 
morpholine-CH2), 4.38 (s, 2H, CH2), 4.45 (s, 
2H, CH2), 4.52 (t, J = 5.9 Hz, 2H, CH2O), 6.98 
(d, J = 8.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.51-7.60 (m, 2H, 
Ar-H), 7.62-7.70 (m, 3H, Ar-H), 7.84 (d, J = 1.5 
Hz, 1H, Ar-H), 8.14 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Ar-H), 
12.78 (br s, 1H, NH) 
    13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 33.62, 34.54, 53.59, 57.24, 62.21, 66.23, 111.86 
(dq, 2JF,C = 24.2 Hz, 
3JF,C = 3.4 Hz), 113.40, 
119.47 (d, 2JF,C = 20.5 Hz), 121.59 (app q,
 3JF,C = 
3.4 Hz), 124.84, 126.10 (dd, 1JF,C = 272.9 Hz, 
4JF,C = 3.1 Hz), 127.51, 127.64, 130.45, 132.46 
(d, 2JF,C = 32.3), 131.68, 138.46, 140.81 (d, 
3JF,C 
= 7.1 Hz), 145.73, 159.37 (br s), 161.70, 162.35 
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(d, 1JF,C = 248.7 Hz), 177.73 (br s) 
HRMS (ESI) za C27H26N5O3F4S2 [M+H]
+ 
Izračunana: 608,1408 
Dobljena: 608,1395 
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5. Rezultati in razprava 
 
5.1. Komentar sinteznih postopkov 
 
Zaradi velikega števila izvedenih sintez, bomo v tem delu izpostavili le sintezne stopnje in 
pretvorbe, ki so predstavljale največje izzive pri pripravi končnih spojin. Ob tem so zapisane 
tudi rešitve, ki smo jih uporabili po tem, ko smo naleteli na probleme. 
5.1.1. Sinteza 6-metilkinolin-2(1H)-ona 
 
Sinteza, ki smo jo naredili po opisanem postopku, privede do ciklizacije derivata cimetne 
kisline v kinolin-2-onski obroč. Zanimivo pri tej reakciji je, da za njo ne potrebujemo topil. Ko 
smo reakcijo izvajali z manjšimi količinami reagentov, med samim segrevanjem nismo opazili 
sproščanja plina in po končani reakciji nismo zaznali nečistot. Pri večji količini reagentov pa 
smo opazili sproščanje plina, ki je bil posledica prekomernega segrevanja reakcijske zmesi, saj 
z žarilno pištolo nismo mogli enakomerno segreti celotne bučke. Po končani reakciji smo na 
TLC ploščici zaznali prisotnost lipofilne nečistote, ki pa ni motila nadaljnjih reakcij, zato se za 
dodatno čiščenje nismo odločili. Izkoristek te reakcije je bil zelo visok in je bil pri vseh 
ponovitvah okoli 90%. 
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5.1.2. Sinteza 4-(2-((6-(bromometil)kinolin-2-il)oksi)etil)morfolina 
 
 
Kinolinski prekurzor 16 za sintezo 1,3,5-triazinonskega obroča smo najprej želeli pripraviti po 
postopku, prikazanem na shemi zgoraj. Pri tem smo najprej izvedli reakcijo med 2-kloro-6-
metilkinolinom in spojino VIII (tvorba spojine 15), ki smo izvajali pod pogoji, opisanimi pri 
sintezi 4.1.2.7. Gre za nukleofilno substitucijo, ki je potekla brez težav in po pričakovanjih 
glede na literaturne opise. Težava se je pojavila pri naslednjem koraku, ko smo hoteli produkt 
prve stopnje bromirati. Po končani reakciji smo na TLC ploščici dobili več lis, za katere smo 
sklepali, da bi lahko predstavljale naš produkt. Po čiščenju s kolonsko kromatografijo in NMR 
analizo smo ugotovili, da nismo dobili željenega produkta in da je med samo reakcijo 
morfolinski del molekule razpadel. 
Do željenega končnega produkta 14 smo nato prišli po sinteznem postopku iz prejšnjega 
poglavja; tako da smo morfolinski obroč na že pripravljen in mono-substituiran 1,3,5-
triazinonski obroč pripenjali čisto na koncu. Naša odločitev se je izkazala za pravilno, saj smo 
nato sintezo spojine 14 izpeljali brez težav.  
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5.1.3. Sinteza 4-(((3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)tio)metil)-6-(((2-(2-
morfolinoetoksi)kinolin-6-il)metil)tio)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona. 
 
 
Kot omenjeno pri segmentu 5.1.2. gre pri tej sintezi  za nukleofilno aromatsko substitucijo, pri 
kateri hidroksietil-morfolinski del zamenja klorov atom. Sama izvedba sinteze ni 
problematična, so se pa problemi pojavili pri izolaciji ter pri čiščenju produkta, saj je ta 
vseboval več nečistot. Produkt smo nato uspešno očistili s kolonsko kromatografijo, pri čemer 
smo kot mobilno fazo uporabili zmes CH2Cl2 in MeOH v razmerju 15/1. Kromatografska 
ločba zmesi je bila pri teh pogojih zelo dobra, vendar časovno in iz vidika porabe topil zelo 
potratna, saj smo porabili približno dva litra mobilne faze. Prav tako je izkoristek zelo nizek, 
in sicer samo 5%. Razloge za to gre verjetno iskati tudi v tem, da reakcijskih pogojev nismo 
optimizirali in prilagodili na uporabljene reagente. Višji izkoristek bi pričakovali pri uporabi 
brezvodnega THF kot topila in/ali z izvedbo reakcije pri višji temperaturi. 
 
 
5.2. Biološko testiranje sintetiziranih 4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-
2(1H)-onov 
 
Z in vitro testom topo IIα katalizirane relaksacijske encimske aktivnosti smo sintetiziranim 
spojinam 3, 4, 5, 6, 13 in 14 najprej določili biološko aktivnost, in sicer kot sposobnost 
zaviranja delovanja človeške DNA topo IIα. Vrednosti določenih IC50 vrednosti preiskovanih 
spojin so podane v preglednici IV Etopozid, ki je znan zaviralec človeške topo IIα, in tudi 
zdravilna učinkovina v terapiji rakavih obolenj, smo uporabili kot  pozitivno kontrolo. 
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Preglednica IV. Rezultati biokemijskega vrednotenja, tj. sposobnosti zaviranja topo IIα z 
uporabo HTS relaksacijskega testa sintetiziranih spojin in njihove izračunane fizikalno-
kemijske lastnosti 
 
Spojina R logP Molekulska 
masa (g/mol) 
IC50 (μM) 
 
 4,66 319,32 >1000 
 
 4,66 319,32 >1000 
5 m-CF3 7,73 495,44 27,2 
6 p-CF3 7,73 495,44 15,8 
13 9 7,79 512,93 28,4 
14 4-(2-((6-metilkinolin-2-
il)oksi)etil)morfolin 
7,08 607,64 37,4 
 
Izhodiščni spojini razreda 4,6-substituiranih-1,3,5-triazin-2(1H)-onov A in B,  predstavljeni na 
sliki 6 v poglavju Namen dela, sta imeli izmerjeni vrednosti IC50  34,4 μM in 8,4 μM. Pri vseh 
testiranih tarčnih spojinah smo se tej vrednosti popolnoma približali. IC50 vrednosti spojin 5, 
6, 13 in 14 so bile v nizkem mikromolarnem območju v intervalu vrednosti med 15,8 in 37,7 
μM Pri spojinah 3 in 4, ki sta bila vmesni spojini v sintezi tarčnih spojin 5 in 6, zaviralnega 
učinka pričakovano nismo opazili, saj sta brez ključnega fenilnega substituenta na mestu 4 
triazinonskega obroča. S testiranjem teh dveh spojin smo potrdili pomembnost substitucije na 
tem mestu 1,3,5-triazinona za biološko aktivnost. Pomembno je tudi poudariti, da sta spojini 
13 in 14 z uvedenim kinolinskim substituentom izkazovali precej izboljšano topnost glede na 
izhodiščni spojini A in B, novi spojini 5 in 6 ter predhodno sintetizirane spojine te serije. 
Pomembno je tudi opažanje, da sta IC50 vrednosti spojin 13 in 14 popolnoma primerljivi (IC50 
28,4 in 37,4 μM), kar nakazuje tako podobno vezavo obeh spojin s kinolinskim fragmentom 
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kot tudi to, da uvedba moforlinskega segmenta za povečanje topnosti bistveno ne ovira vezave 
in delovanja aktivnega dela molekule. 
 
Fizikalno-kemijske lastnosti sintetiziranih spojin lahko grobo ocenimo z izračunanimi logP 
vrednosti, ki so podane v preglednici IV. Vse spojine imajo logP vrednosti v območju nad 7, 
kar pomeni da so pretežno lipofilne. Pravilo Lipinskega pravi, da spojine vodnice, primerne za 
razvoj peroralno uporabnih zdravilnih učinkovin, ne smejo imeti vrednosti logP, ki so višje 5 
(35). Kot smo omenili, smo pri spojinah 13 in 14 s kinolinskim obročem opazili bistveno 
izboljšano topnost v primerjavi s preostalimi triazinoni, kar kaže, da so programi za določanje 
topnosti včasih nezanesljivi in je vseeno potrebno eksperimentalno ugotoviti, kakšna je 
dejanska topnost. Iz dobljenih rezultatov določnja IC50 pri testih zaviralne aktivnosti vidimo, 
da smo se z uvedenimi substituenti približali vrednosti IC50 izhodnih spojin. Vse spojine 
izkazujejo tudi boljšo zaviranje encima kot referenčna zdravilna učinkovina - topo II strup 
etopozid (IC50 vrednost v literaturi je 60.3 µM (36)). Samo iz  rezultatov relaksacijskega HTS 
testa pa ne moremo podati popolnih zaključkov o mehanizmu delovanja teh spojin, zato smo 
za izbrani spojini 13 in 14 izvedli dodatne funkcionalne teste. 
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5.3. Proučevanje mehanizma zaviranja topo IIα aktivnih spojin 13 in 14. 
 
Glavna pristopa zaviranja molekulskega motorja topo II sta zaviranje preko stabilizacije 
kratkoživega kompleksa v primeru, da gre za topo II strupe, in vpletanje v katalitičen 
mehanizem encima pri katalitičnih zaviralcih. Če želimo izvedeti, kako te spojine delujejo, 
moramo izvesti dodatne funkcionalne biokemijske teste, ki nam omogočijo podroben vpogled 
v mehanizem zaviralnega delovanja preiskovanih spojin. Tega smo se lotili podobno kot za 
prejšnjo sintetizirano triazinonsko serijo molekul (28). Mehanizem zaviranja smo preučevali s 
testom spodbujanja cepitve. Za te preiskave smo izbrali spojini 13 in 14, saj sta preostala 
sintetizirana tarčna triazinona 5 in 6 strukturno zelo podobna že preiskovanim spojinam. Za 
pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid, rezultati dobljenega gela so prikazani na sliki 11. 
Test smo izvedli v sodelovanju z visokotehnološkim podjetjem Inspiralis iz Velike Britanije.  
 
 
 
Slika 11. Rezultati testa spodbujanja cepitve za spojini 13 in 14 in referenčno spojino 
etopozid. 
 
Močna lisa na gelu, ki predstavlja linearen plazmid, je posledica stabilizacije kratkoživega 
kovalentnega kompleksa med DNA in topo IIα. To liso smo detektirali samo pri etopozidu, pri 
spojinah 13 in 14 pa je ni bilo oz. je bila ta zelo šibka, kar pomeni, da spojini 13 in 14  ne 
delujeta kot topo II strupa, saj ne stabilizirata kovalentnega kompleksa in posledično ne 
omogočata nastanka linearnega plazmida. Zato sklepamo, da spojini 13 in 14 delujeta kot 
katalitična zaviralca topo IIα. 
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S spojinama 13 in 14 smo izvedli tudi test aktivnosti razpletanja DNA (dekantenacije), ki ga 
katalizira topo IIα. S tem uveljavljenim funkcionalnim biokemijskim testom vrednotimo vpliv 
spojine na sposobnost encima topo IIα, da razplete mrežo cikličnih molekul DNA, imenovano 
tudi kinetoplastna DNA.  
Test razpletanja predstavlja alternativno možnost določitve vpliva, ki ga imajo spojine na 
encimsko aktivnost topo IIα v primerjavi z relaksacijskim testom HTS, rezultate pa lahko 
pogledamo tudi na gelu (slika 12), kar nam omogoča še dodaten vpogled v zaviralne lastnosti 
spojin. Aktivnost spojin 13 in 14 smo pomerili pri koncentracijah 7,8, 15,6, 31,25 in 125 μM. 
Rezultati so prikazani na sliki 12. 
 
 
Slika 12. Rezultati testa aktivnosti razpletanja (dekantenacije) za spojini 13 in 14 in 
referenčno spojino etopozid. 
 
Iz gela, dobljenega za etopozid, vidimo, da je z višanjem njegove koncentracije aktivnost 
topoizomeraze vedno manjša. Posledica tega je, da se kDNA ne razplete in je prevelika, da bi 
lahko potovala po gelu navzdol. Enako lahko vidimo pri izbranih spojinah 13 in 14. Z 
višanjem koncentracij se aktivnost encima zmanjšuje in pri višjih koncentracijah zaviralca 
opazimo samo liso kDNA na vrhu gela. Vidimo lahko, da etopozid pri koncentraciji 125 μM 
še ne ustavi procesa razpletanja popolnoma. Pri spojinah 13 in 14 pa se proces popolnoma 
ustavi v območju koncentracij od 15,6 do 31,25 μM, kar predstavlja bistveno izboljšanje 
zaviranja glede na uveljevljeno zdravilno učinkovino. Dobljeni rezultat je primerljiv tudi z 
določenima vrednostima IC50 s HTS relaksacijskega testa za spojini 13 (IC50 = 28,42 μM) in 
14 (IC50 = 37,43 μM), v katerem smo ovrednostili sposobnost spojin za zaviranje relaksacije 
dodatno zvitega plazmida, ki ga katalizira topo II. Test dekantenacije je torej omogočil 
dodatno in neodvisno potrditev zaviralnega delovanja sintetiziranih  spojin.  
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5.4. Predpostavljen vezavni model spojin 13 in 14 v vezavno mesto za ATP 
človeške topo IIα 
Zaviralno delujočima spojinama 13 in 14 s kinolinskim substituentom na mestu 6 smo želeli 
ovrednotiti tudi medmolekulsko prepoznavanje in vezavo v tarčno vezavno mesto za ATP. 
Sidrani konformaciji načrtovanih spojin 13 in 14 v to vezavno mesto, ki se nahaja na ATPazni 
(N-terminalni) domeni človeške topo IIα, smo določili z računsko metodo molekulskega 
sidranja in sta predstavljeni na sliki 13. Pri molekulskem sidranju smo uporabili dostopno 
strukturo N-terminalne človeške ATPazne domene (PDB:1ZXM), ki je prosto dostopna v 
proteinski bazi PDB.  
 
Slika 13. Predpostavljen vezavni model aktivnih triazinonov 13 in 14 z vsebovanim 
kinolinskim substituentom na mestu 6 v vezavnem mestu za ATP na ATPazni domeni človeške 
topo IIα določen z metodo molekulskega sidranja (uporabljena kristalna struktura 
PDB:1ZXM).  
 
Črne črtkane črte na tej sliki označujejo vodikove vezi, ki jih opazimo med spojinama in 
vezavnim mestom na proteinu, rumene črtkane črte so tvorjene hidrofobne interakcije. Na sliki 
13 so aminokislinski preostanki aktivnega mesta predstavljeni s tremi barvami. Z vijolično so 
predstavljene aminokisline, ki v originalni uporabljeni kristalni strukturi 1ZXM interagirajo z 
adeninskim delom liganda AMP-PNP, rdeče aminokisline interagirajo s sladkornim delom 
(ribozo), zelene pa z razpotegnjenim trifosfatnim delom liganda.  
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Obročna amidna skupina obeh sidranih spojin 13 in 14 tvori vodikovo vez s karbonilnim 
kisikom aminokisline Asn120. Ta interakcija je bila v predhodno razvitih modelih ključna za 
medmolekulsko prepoznavanje tega kemijskega razreda. Nosilni triazinonski skelet se namreč 
veže v adeninski del vezavnega mesta za ATP v dostopni kristalni strukturi 1ZXM. Nadalje 
oba substituenta, tj. kinolinski in fenilni obroč tvorita hidrofobne interakcije z več 
aminokislinami vezavnega žepa, pa tudi izven njega. 
Spojina 13 tvori interakcije še z aminokislinskima preostankoma Asn91 in Ser149 v 
adeninskem in sladkornem delu ATP vezavnega žepa. Substituenta trifluorometil in fluor na 
fenilnem obroču tvorita interakcije z Gly164, Ser 148 in Ser 149 v fosfatnem in sladkornem 
delu ATP žepa, spojina 14 pa tvori dodatne interakcije z aminokislinskimi preostanki Asn91, 
Ser149, Lys157 v adeninskem in sladkornem delu žepa. Substituenta trifluorometil in fluor na 
fenilnem obroču tvorita interakcije z Asn150, Gly164 in Thr147.  
V splošnem sta opažena protein-ligand interakcijska vzorca zelo podobna za obe spojini, kar 
korelira z opaženima podobnima zaviralnima aktivnostima. Prav tako opazimo pri spojini 14, 
da dodaten etoksimorfolinski del ne interagira z vezavnim mestom ampak je usmerjen izven 
le-tega, kar dodatno potrjuje, da ta del nima bistvenega vpliva na zaviralno topo IIα aktivnost. 
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6. Sklep 
 
S pomočjo predhodne analize SAR in strukturno podprtega načrtovanja z uporabo rezultatov 
raziskav farmacevtskega podjetja Novartis smo želeli izboljšati aktivnost in topnost 
katalitičnih zaviralcev topo IIα iz razreda 4,6-substituiranih-1,3,5-tirazin-2(1H)-onov. Izhajali 
smo iz zaviralno delujočih spojin A in B in na obročno mesto 6, kjer sta se v predhodni seriji 
nahajala m-klorobenzil oziroma p-klorobenzil, uvedli nove substituente (predvsem kot novost 
kinolinski heterociklični substituent). Z uvedbo teh substituentov smo želeli optimirati 
zaviralno topo IIα aktivnost in izboljšati topnost. 
 
Najprej smo sintetizirali ustrezne tarčne tiosečninske derivate in nato z intermolekularno 
kondenzacijo pripravili 1,3,5-triazin-2(1H)-onske obroče, na katere smo na koncu pripeli 3-
fluoro-5-(triflourometil)benzilni fragment. Vse spojine smo eksperimentalno ovrednotili s 
spektroskopskimi in analitičnimi metodami TLC, NMR in HRMS. Z in vitro HTS testom topo 
IIα relaksacijske encimske aktivnosti smo šestim novim spojinam 3, 4, 5, 6, 13 in 14 določili 
zaviralno delovanje in izračunali IC50 vrednosti . 
 
Spojine 5, 6, 13 in 14 so v HTS testu izkazovale primerljivo topo IIα zaviralno aktivnost kot 
izhodni spojini A in B, hkrati pa so izkazovale boljše zaviralno delovanje kot referenčna 
zdravilna učinkovina etopozid. Pomembno je tudi, da sta spojini 13 in 14 z uvedenim 
kinolinskim substituentom poleg prisotne topo IIα zaviralne aktivnosti izkazovali tudi precej 
izboljšano topnost, in sicer tako v primerjavi z izhodiščnima spojinama A in B kot tudi v 
primerjavi s preostalimi doslej sintetiziranimi spojinami te kemijske serije. 
 
Zaradi boljše topnosti smo spojini 13 in 14 izbrali za nadaljnje testiranje in ju ovrednotili še s 
testom aktivnosti razpletanja ter testom spodbujanja cepitve. S testom spodbujanja cepitve 
smo potrdili, da spojini ne delujeta kot topoizomerazna strupa, ampak kot katalitična zaviralca 
encima topo IIα. S testom aktivnosti razpletanja smo tudi vizualno pokazali, da spojini 
uspešno zavirata encim tudi pri bistveno nižjih koncentracijah kot referenčni zaviralec topo II 
etopozid.  
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V magistrski nalogi smo tako poleg novega sinteznega znanja pridobili tudi nove podatke o 
delovanju kemijskega razreda 4,6-substituiranih-1,3,5-tirazin-2(1H)-onov na encim človeško 
DNA topo IIα. Te spojine bodo zagotovo omogočile nadaljnji razvoj tega kemijskega razreda 
do spojin z učinkovitim delovanjem na to protirakavo tarčo, ki bodo imele tudi ustrezne 
fizikalno-kemijske lastnosti. 
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